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(g) Detection speclflque du mycobacterlum tuberculosis. 

@) L'invention conceme un fragment d'acide nuclekjue derive du genome de Mycobacterium tuberculo- 
W sis caracterise en ce qu'H comporte une des sequences I, II, III et IV, defin.e de la fa^n suwante . 
"1 • une sdquence choisie parmi Tune des sequences A a H : 

A - 5' - CCCGCGGCAAAGCCCGCAGGACCACGATCG - 3' 

B * 5' - CGACCCGCCAGCCCAGGATCCTGCGAGCGT - 3' 

C • 5' - GGCGGGTCCAGATGGCTTGCTCGATCGCGT - 3' 

D • 5' - GTTGGCGGGTCCAGATGGCTTGCTCGATCG - 3' 

E • 5' - TCAAAGGGTTTGACAAATTAATGATTGGTC - 3' 

F : 5' - TCGTGTACAAAATGTGGACAAGTA - 3' 

G : 5' - TCGACGGACGTCGTGACCAGAAGTC - 3' 

H : 5' - GTCGACACGCCTTCTGCACGGGAAGTCCTT - 3' . . A . . Qv/anf 

II : une sequence component au moins 10 bases oonsecutives de rune des sequences A a F et ayant 
une longueur totale d'environ 20 a 40 bases; , 4 . . , M , , a 

III - une sequence ayant une longueur de 20 a 40 bases qui hybnde avec la sequence I ou avec la 
sequence II, et qui presente de preference au moins 80 % d'homologie avec celles-a ; 

IV : une sequence complementaire a Tune des sequences I, II ou III. 
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^invention concerne une sequence d'acide nucieique sp6cifique du Mycobacterium tuberculosis , ainsi que 
des fragments particuliers de cette sequence aptes d jouer !e r6le d'amorces nucl6iques dans ('amplification 
d'ADN provenant de Mycobacterium dans un 6chantillon biologique. L'invention concerne 6galement une 
methode de detection de Mycobacterium tuberculosis dans un echantillon biologique, cette methode mettant 
5 en oeuvre lesdites amorces nuc!6iques. 

Les mycobacteries correspondent au genre Mycobaccerium qui comprend au moins 54 espfcces diff6ren- 

tes. 

Parmi celles-ci, environ 10 sont pathogfcnes ou opportunistes pour I'homme ou I'animal. M. tuberculosis 
est I'agent de la tuberculose. 

10 II est connu que cette maladie repr6sente un problems majeur de Sante Publique ; en effet, il existe actuel- 
lement entre 15 et 60 millions d'individus atteints; de tuberculose dans le monde et 2 a 3 millions de personnes 
meurent chaque ann£e a cause de cette infection. Dans les pays d6velopp6s, M. tuberculosis est la cause la 
plus commune des infections mycobacteriennes. En France, il apparait environ 10 4 nouveaux cas de tubercu- 
lose par an. La vaccination par le BCG (Bacille de Calmette et Gu6rin, une souche att6nu6e de M. bovis) est 

15 loin d'fitre efficace au sein de toutes les populations. Cette efficacite varie environ de 80 % dans les pays occi- 
dentaux comme I'Angleterre a 0 % en Inde (resultats du dernier essai de vaccination a Chingleput). De plus, 
I'apparition de souches de M. tuberculosis r6sistantes aux antituberculeux usuels eti'existence d'une correla- 
tion entre tuberculose et SI DA ajoute a I'urgence de mettre au point une methode rapide de detection et d'iden- 
tification des mycobacteries. 

20 Par exemple, une etude 6pidemiologique realis6e en Floride a montrd que 10 % des malades atteints de 

SIDA sont atteints de tuberculose au moment du diagnostic du SIDA ou 18 mois avant celui-ci. Chez ces mala- 
des, la tuberculose apparait dans 60 % des cas sous une forme diss£min6e done non reparable par les criteres 
de diagnostic classiques comme la radiographie pulmonale ou ('analyse de crachats. 

Enfin, le diagnostic de la tuberculose et des autres mycobact6rioses apparent6es est difficile a realiser pour 

25 differentes raisons : les maladies pulmonaires caus6es par differentes mycobacteries ne peuvent pas 6tre dis- 
tinguees cliniquement, radiologiquement ou histologiquement ; les mycobacteries sont souvent presentes en 
faible quantity et lorsqu'eiles sont en quantity detectable par les methodes ctassiquement utilises, la maladie 
est deja en evolution et les malades sont contagieux pour teur entourage ; de plus, en raison du temps de gene- 
ration tr6s long de ces bacteries (24 h pour M. tuberculosis compare a 20 min pour E. coli) . la culture de ces 

30 organismes est difficile. Ainsi faut-il 6 a 8 semaines pour identifier les germes et davantage pour obtenir un 
antibiograme utilisable pour le traitement adequat des malades. La necessite d'un test de detection n'exigeant 
pas de culture des germes et directement utilisable avec les echantillons pathologiques, mftme lorsque les ger- 
mes y sont presents a de faibles concentrations, est done indispensable. 

Plusieurs techniques sont actuellement utilis6es en clinique pour identifier une infection mycobacterienne. 

35 II faut tout d'abord citer la detection directe des microorganismes au microscope ; cette technique est rapide 

mais ne permet pas ('identification de Cesp&ce mycobacterienne observ6e et manque de sensibility dans la 
mesure ou un grand nombre de microorganismes doit etre present dans rechantillon (>10Vml) pour permettre 
une detection fiable (BATES J., CHEST, 1979, 76, (suppl.), 757-763). 

Les cultures, lorsqu'eiles sont positives, ont une sp6crficite approchant 100 % et permettent ('identification 

40 de I'espece mycobacterienne isoiee ; neanmoins, comme precise ci-dessus t la croissance des mycobacteries 
in vitro ne peut etre realisee qu'en 3 a 6 semaines et lorsque peu de mycobacteries sont presentes au site de 
I'infection, des cultures repetees sont necessaires pour s'assurer d'un r6sultat positif (BATES J. t 1979 et 
BATES J. et at., Am. Rev. Respir. Dis., 1986, 134, 415-417). 

Les techniques serologiques peuvent s'av6rer utiles dans certaines conditions mais leur utilisation est limi- 

45 t6e par leur sensibilite et/ou leur specificite faibles (DANIEL T.M. etal., Am. Rev. Respir. Dis., 1987, 135, 1137- 
1151). 

La presence ou ('absence de mycobacteries peut egalement etre determinee par hybridation avec de I'ADN 
ou de t'ARN en utilisant des sondes sp6cifiques des sequences d'ADN (KIEHN T.E. et al., J. Clin. Microbiol., 
1987, 25, 1551-1552 ; ROBERTS M.C. et al., J. Clin. Microbiol., 1987, 25, 1239-1243 ; DRAKE T.A. et al., J. 
50 Clin. Microbiol., 1987, 25, 1442-1445). Cependant, ces methodes reposentsurle polyomorphisme des sequen- 
ces nucleotidiques des fragments utilises ou sur le polymorphisms des regions avoisinantes et necessitent ega- 
lement la culture des microorganismes. 

THIERRY et al. (Nucl. Acid Res., Vol. 1 8 n° 1 , p 1 88) ont d6crit une sequence sp6cifique du complexe Myco- 
bacterium tuberculosis et nomm6e IS 6110. Les auteurs proposent d'utiliser cette sequence comme sonde 
55 nucieique dans la detection de Mycobacterium tuberculosis . 

Cependant, les quantites d'ADN mycobacterien presentes dans la piupart des echantillons biologiques 
sont insuffisantes pour donner un signal positif ; la technique d'hybridation par sonde nucieique s'est done r6v6- 
lee inadaptee a I' identification d'ADN mycobacterien extrait directement d'6chantilions biologiques. 
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Certains auteurs ont propose, pour surmonter ce probleme, d'amplifier specifiquement I'ADN provenant 
du mycobacterium en utilisant des amorces nucleiques dans une methode d'amplification telle que la reaction 
de polymerase en chaine (P.C.R.). PATEL et al. (J. Clin., Microbiol., Mar. 1990, 513-518) ont decrit ('utilisation 
de plusieurs amorces nucleiques choisies a partir d'une sequence connue en tant que sonde dans I'identifica- 
5 tion de M. tuberculosis. Cependant, ia longueur des fragments obtenue en utilisant ces amorces ttait differente 
de ta longueur theorize attendue, et plusieurs fragments de taille variable etaient obtenus. De plus, les auteurs 
ont observe ('absence d'hybridation des produits amplifies avec te plasmide ayant servi a determiner les amor- 
ces. Ces resultats indiquent que ces amorces ne seraient pas approprites dans la detection de la presence 
de M. tuberculosis dans un echantiiion biologique et confirment la nature critique du choix des amorces. 
w L'objet de la presente invention est de foumir une methode de detection de M. tuberculosis qui est a la 
fois sptcifique, sensible etfiable, et quine ntcessite pas de culture prtalable des mycobactenes. L'invention 
concerne un fragment d'acide nucitique derivt du genome de Mycobacterium tuberculosis caracterise en ce 
qu'il comporte une des sequences I, II, III et IV, definie de la fagon suivante : 

I : une sequence choisie parmi Tune des sequences A a H : 
is A : 5' - CCCGCGGCAAAGCCCGCAGGACCACGATCG - 3' 

B : 5' - CGACCCGCCAGCCCAGGATCCTGCGAGCGT - 3' 

C ; 5' - GGCGGGTCCAGATGGCTTGCTCGATCGCGT - 3' 

D : 5' - GTTGGCGGGTCCAGATGGCTTGCTCGATCG - 3' 

E : 5' - TCAAAGGGTTTGACAAATTAATGATTGGTC - 3' 
20 F ; 5' - TCGTGTACAAAATGTGGACAAGTA - 3' 

G : 5' - TCGACGGACGTCGTGACCAGAAGTC - 3' 

H : 5' - GTCGACACGCCTTCTGCACGGGAAGTCCTT - 3' 

II : une sequence comportant au moins 10 bases consecutives de Tune des sequences A a H et ayant une 
longueur totale d'environ 20 a 40 bases ; 
25 III : une sequence ayant une longueur de 20 a 40 bases qui hybride avec la sequence I ou avec la sequence 
II, et qui presente de preference au moins 80 % d'homologie avec celles-ci ; 

IV : une sequence compltmentaire a i'une des sequences I, II ou III. 

L'invention concerne egalement un couple de fragments d'acide nucteique derives du genome de Myco- 
bacterium tuberculosis et aptes a jouer le r6le d'amorces nucleiques dans ('amplification de I'ADN provenant 
30 dudit Mycobacterium dans un echantiiion biologique, caracterist en ce qu'il est constitut de deux sequences 
setectionnees parmi les sequences I a IV selon la revendication 1. 

Les inventeurs ont identifie cette serie de fragments d'acide nucleique apte a jouer le rile d'amorces a partir 
de la sequence IS 6110 (Nucl. Acid. Res. Vol 18 n° 1, 1990) et des sequences qui jouxtent la sequence IS 
6110 dans le genome du M. tuberculosis . Ces dernieres ont ett identifiees dans le cadre de cette invention 
35 par les inventeurs. La sequence IS 6110 dtcrite dans Nucl. Acid., Res., Vol. 18 n° 1, 1990, fait partie de la 
sequence indiquee dans la figure 6. Plus particulierement, la sequence IS 61 10 s'etend des bases 327 a 1687 
de la sequence de la figure 6. 

Les amorces de ('invention presentent des caracteristiques essentielles pour permettre teur utilisation dans 
Tamplification selective d'ADN de M. tuberculosis, a savoir ('absence d'homologie avec te genome humain et 
40 I'absence d'amplification de sequences apparentees et susceptibles d'etre present es dans I'echantillon bio- 
logique (par exemple la stquence d' E. coli IS 341 1). De plus, les inventeurs ont constate que les resultats obte- 
nus en utilisant les amorces de ('invention sont tres fiables dans la mesure ou la longueur des fragments 
obtenus correspond a la longueur theorique attendue et sont d'une longueur constante et non pas variable. 
Ceci est vrai mtme pour les couples d'amorces qui conduisent a ('amplification de fragments tres longs (de 
45 f'ordre de 1000 a 1 500 bases) ou le risque d'interruption de la polymerisation est tres eleve en raison des effets 
de la structure secondare de la sequence. 

En outre, une verification des produits d'amplification par hybridation d'une sonde nucleique contenant la 
sequence indiquee dans la figure 6 ou un fragment de cette sequence confirme la fiabilite de la methode. Ces 
resultats n'etaient pas previsibles. 
so A partir de la sequence IS 6110, il serait possible de preparer un grand nombre d'amorces nucleiques, 

cependant peu d'entre elles seraient efficaces et/ou spectfiques. 

La figure 6 il lustre les positions des amorces A a H par rapport a la sequence entiere. 
La figure 7 montre la carte de restriction de la sequence de la figure 6. 

Selon un mode de realisation de l'invention, le couple d'amorces est choisi, parmi les sequences I a IV, 
55 de fagon a ce que le produit d'amplification ait une longueur entre 100 et 300 nucleotides environ, par exemple 
entre 1 00 et 200 environ. Des couples dont I'amorce positive est constitute de la sequence A et I'amorce nega- 
tive est constitute de Tune des sequences B, C et D, sont particulierement preferes. Un autre couple d'amorces 
particulierement prefere est celui dont I'amorce positive est constitute de la sequence H et I'amorce negative 
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est constitute de la sequence complementaire a la sequence G. 

Les amorces de ('invention peuvent aussi etre constituees d'une sequence II qui a une longueur de 20 a 

40 bases et qui comporte au moins 10 bases consecutives de Tune des sequences A a H. Comme exemple 

de ce type d'amorce, on peut citer des fragments de Tune des sequences A a H ayant entre 20 et 30 hases, 
5 ou encore, Tune des sequences A a H a laquelte ont ete rajoutes des linkers, par exemple un linker EcoRI, 

GAAT. II est particulierement prefeYe d'utiliser des amorces dont les 5 premiers nucleotides cote 3' sont 100 

% homologues a ceux presents dans la partie correspondante de la sequence a amplifier. 

II est 6galement possible d'utiliser comme amorce une sequence III ayant une iongueur de 20 a 40 bases 

qui hybride dans des conditions stringentes avec la sequence I ou II. Ce type de sequence presente en general 
10 au moins 80 % d'homologie avec la sequence a laquelle elle s'hybride. De cette maniere, il est possible de 

substituer certaines bases des sequences A a H avec d'autres bases ou de rajouter des bases aux extremites 

des sequences A a H. Les conditions stringentes sont celles normalement utilisees dans Tart. 

L'invention concerne aussi des sequences IV qui sont des sequences compiementaires a Tune des 

sequences I, II ou III, par exemple compiementaires a Tune des sequences A a H. 
15 (.'invention concerne egalement une methode de detection de la presence de Mycobacterium tuberculosis 

dans un echantillon biologique, caracterisee par les etapes suivantes : 

i) mise en contact de I'echantillon biologique avec un couple de fragments d'acide nucleique, dits amorces, 
selon l'invention, t'ADN contenu dans I'echantillon ayant ete, le cas echeant, prealablement rendu acces- 
sible a Thybridation et dans des conditions penmettant une hybridation des amorces a I'ADN de Mycobac- 

20 terium tuberculosis ; 

ii) amplification de I'ADN de Mycobacterium tuberculosis ; 

iii) mise en evidence de ('amplification de fragments d'ADN correspondant au fragment encadre par les 
amorces, par exemple par electrophorese sur gel ; 

iv) verification eventuelle de la sequence du fragment amplifie, par exemple par hybridation de sonde spe- 
25 crftque, par sequencage ou par analyse de site de restriction. 

L'echantillon biologique peut etre n'importe quel echantillon susceptible de contenir du M. tuberculosis , par 
exemple des crachats, de Turine, du sang. Normalement, les echantillons subissentun traitementafin d'extraire 
I'ADN et de le rendre accessible a ['hybridation. Ces traitements sont connus dans Tart. 

Les canditions appliquees tors de ('amplification peuvent etre les suivantes : 

30 

ler cycle : i) environ 94 # C 5 minutes ) l X 
ii) " 60 *C 1 minute ) 

35 cycles : i) M 94 *C 15 secondes ) 20 a 
suivants ii) " 60 *C 1 minute ) 40 X 



40 



dernier : i) H 94 *C 15 secondes ) 1 X 
cycle ii) " 60 *C 5 minutes ) 



La mise en evidence de ('amplification peut etre effectuee par electrophorese sur gel t par exemple sur gel d'aga- 
rose colore au bromure d f ethidium. Apres avoir efFectue ('amplification, il est possible, dans le cadre de I'inven- 

45 tion, de verifier la sequence du fragment amplifie par exemple par hybridation de sonde nucl6ique, ladite sonde 
comprenant au moins une partie de la sequence. De telles sondes sont des plasmides pMT01, contenant les 
bases 1 a 1 152 de la sequence de la figure 6 et le plasmide pMT02, contenant les bases 309 a 1219 de ladite 
sequence. D'autres sondes appropriees seraient toute sonde ayant une longueur d'au moins 20 bases, capable 
de s'hybrider dans des conditions stringentes avec une partie de la sequence IS 6110 se trouvant entre les 

so deux amorces choisies. Des sondes particulierement pr6ferees sont les sequences J, K, L, M suivantes : 

J : 5 1 - CTGATCCGGCCACAGCCCGTCCCGCCGATC - 3' 

K : 5' - AGGCGTCGGTGACAAAGGCCACGTAGGCGA - 3 1 

55 L : 5 1 - CGAGGACCATGGAGGTGGCCATCGTGGAAG - 3' 

M : 5' - TGCCCTCATTGGCAACGTTTGCGCCCTGCC - 3' 
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Les conditions d'hybridation appliquees lore d'une telle verification pounraient etre les suivantes : 

hybridation : environ 65 h 68 # C - 6 x SSC 

10 % dextran 
sulfate 

5 x Denhardt's 

10 mM EDTA 

0.5 % SDA 

100 Mg/ml d'ADN 

de sperme de 

saumon 

lavage : environ 65 - C - 2 x SSC (deux 

FOIS 10 min) 
2xSSC+0.1% SDS 
(une fois 30ron) 
0.1 x SSC (une 
fois 10 min) 

1 x SSC correspond £ 0.15 M NaC1 et 0.05 M citrate de Na et une solution 1 x Denhardf s correspond a 0.02 
% Ficoll, 0.02 % de polyvinylpyrrolidone et 0.02 % de serum albumine bovine. 

D'autres moyens de verifier les produits d'amplification consiste en le sequen9age direct du fragment ou 
une analyse par site de restriction. Toutefois, cette verification n'est pas une etape obligatoire de la methode, 
les amorces de ('invention conduisant d une amplification tres fiddle de la sequence. 

II est & noter que ramplification selon I'invention est specifique de I'ADN du complexe Mycobacterium tuber- 
culosis (voir par exemple figures 1 A et B). ^amplification observ6e avec I'ADN de M. bovis-BCG , M. bovis et 
M. microti ne diminue pas I'interet de la methode dans la mesure ou ces mycobacteries ne sont pas susceptibles 
d'etre presentes dans I'echantillon d'origine humaine. M. Bovis est responsable de la tuberculose chez les 
bovins et M. Microti est I'agent causal de la tuberculose des rongeurs. Les amorces de ^invention ne conduisent 
& aucune amplification d'ADN issu d'autres types de Mycobacteria tels que M.fortiutum , M.gordonae, M. avium, 
etc... 

En outre, les amorces de ('invention n'amplifient pas d'ADN d'orgine humaine ou bacterienne (par exemple 
E. Coli) . Ceci est illustre dans la figure 2. 

L'invention conceme egalement un kit ou necessaire pour la detection de la presence de Mycobacterium 
tuberculosis dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comporte les elements suivants : 

- un couple de fragments d'acide nucieique selon Tune quelconque des revendications 1 & 5 ; 

- les reactifs necessaires pour effectuer une amplification d'ADN ; 

- eventuellement un composant permettant de verifier la sequence du fragment amplifie, plus particulie- 
rement une sonde nucieique selon Tune quelconque des revendications 8 § 10. 

L'invention concerne en outre la sequence entiere illustree dans la figure 6. Les inventeurs ont constate 
que cette sequence contient deux cadres ouverts de lecture dont un ressemble & un gene codant pour un trans- 
posase. 

L'invention sera illustree par les exemples non-limitatifs suivants. 
EXEMPLES 

Exemple 1 : selection et synthese des couples d'amorces oligonucleotidiques 

A partir de la sequence complete illustree dans la figure 6, plusieurs couples d'amorces oligonucleotidiques 
ont ete selectionnes et synthases. Ces couples d'amorces sont illustres ci-dessous. Pour certains de ces cou- 
ples d'amorces, les sequences des sondes oligonucleotidiques susceptibles d'etre utilisees pour detecter les 
produits d'amplification sont indiquees : 
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16 



20 



35 



40 



45 
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amorce positive : 5* - CCCGCGGCAAAGCCCGCAGGACCACGATCG - 7 
amorce negative : 7 - CQACCCGCCAGCCCAGGATCCIGCGAGCGT - T 
longueur du fragment ampliCe hois amorces : 141 
sondes <fa couple n*l 

1) S - CTGATCCGGCCACAGCCCGTCCCGCCGATC - 7 

2) S - AGGCGTCGGTGACAAAGGCCACGTAGGCGA - 3 f 

couple (f amorces n *l 



amorce positive : 5* - CCCGCGGCAAAGCCCGCAGGACCACGATCG - 7 
amorce negative : 5* - GGCGGGTCCAG ATGGC l 1 1UC I CGATCGCGT - 7 

25 

longueur du fragment ampiifie bars amorces : 201 
sondes da couple n*2 

30 1)? . CTGATCCGGCCACAGCCCGTCCCGCCGATC - 7 

2) 7 - CGAGGACCATGGAGGIGGCCATCGflGGAAG - 1 



flprole cfamoitja n*3 

amorce positive : S - CCCGCGGCAAAGCCCGCAGGACCACGATCG - 7 
amorce negative ; 5* - GTTGGCGGGTCCAGATGGCTTGCTCGATCG - 3 
ifmpt^tr da fragment amplifid hois amorces : 204 

sondes da couple n*3 

1) 7 - CTGATCCGGCCACAGCCCGTCCCGCCGATC - 7 

2) 7 - CGTCGAGGACCATGGAGGTGGCC^TCGTGG - 
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15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



ftntiplft tf amorces n*4 
amorce positive : 5*-CCCGCGGCAAAGCCCGCAGGACCACGATCG-3* 
amorce aigaiive : TOVAAGGGnTGACAMTTAATGAT^ 
longueur du fragment amplifie hors amorce ; 740 

couple famorses n*5 
amorce positive : ^CCGCGGCAAAGCCCGCAGGACG^CGATCG-S* 
amorce negative : f- TCGTGTAC\AAATGTGGACAAGTA-3 , 
longn»" r du fragment amplifte hots amorce : 770 

couple tfanmrces iT(i 
■noxcc positive : 5*- TCGACGGACGTCGTGACCAGAAGTC-3' 
anotcc negate : S - CGACCCGCCAGCCCAGGATCCIGCGAGCGT - 7 

longueur du fragment ampUfie hon amorce : 980 



amorce positive : ?- TCGACGGACGTCGTGACCAG AAGTC -7 
smoree negative : ?- GGCGGGTCCAGATOGCTTGCICGATCGCGT-T 
longueur du ftagment ampUrte hors amorce : 1040 

amorce positive : f - TCGACGGACGTCGTGACCAGAAGTC-T 
amorce negative : 5*- TCGTGTACAAAATGTCGACAAGTA-y 
Irmgnwir da tagment amplifie hors amorce : 1550 
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wrote ffamnrrasjiia 

amorce positive : 5MJTCGAG\CGCCTTCTGCACG GGAAGTCCTT-3' 
amorce negative : y-GACITCTGGTCACGACGTCCGTCGAA-y 
longueur du fragment amplifie hors amorces : 219 
sonde du couple n°9 

f-TGCCCTCATrGGCAACGnTGCGCCCrGCC-y 



Exemple 2 : verification de la specificity des amorces par rapport a d'autres types de Mycobacterias . 

La sp6cificite des amorces a ete v6rrfi6e en utilisant de I'ADN de drfferentes esp6ces bacteriennes appar- 
tenant au genre Mycobacterium . 

L'ADN total provenant d'6chantillons de diff6rents types le Mycobacteria est soumis a une amplification 
par fa technique de "Polymerase Chain Reaction" (P.C.R.) en utilisant le couple d'amorces n° 1 indique dans 
I'exemple 1. 

Les param&tres des eta pes de P.C.R. ont ete choisis de la fa$on suivante : 



ler cycle 



i) 
ii) 



94 # C 
60 # C 



5 minutes 
1 minute 



) 1 X 
) 



cycles 
suivants 



i) 94 # C 15 secondes ) 20 k 

ii) 60 *C 1 minute ) 40 X 



dernier 
cycle 



i) 94'C 

ii) 60*C 



15 secondes 
5 minutes 



) 1 X 



Les produits d'amplification sont analyses par 6lectrophor6se en ge! d'agarose et coloration au bromure 
d'ethidium. 

La figure 1A montre les resultats. Les voies indiqu6es dans ta figure 1A correspondent aux echantillons 
suivants : 



1- 


Mar<{ueurs de taille 


7- 


M. qordonae 


2- 


Mycobacterium tuberculosis 


8- 


M. intracellularae 


3- 


M. bovis-BCG 


9- 


M. paratuberculosis 


4- 


M. bovis 


10- 


M. scrofulaceum 


5- 


M. microti 


11- 


M. avium 


6- 


M. J:ortiutum 


12- 


tampon TE 



La figure 1B montre les resultats obtenus lorsque le plasmide pMT02 (marque par I'AAF selon Kourilsky 
et a! t demande de brevet franpais 8124131) a ete utilise comme sonde sur les produits d'amplification obtenus 
dans cet exemple. La construction du plasmide pMT02 est d6crit dans I'exemple 6, 
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Exemple 3 : verification de la sp6cifict6 des amorces par rapport & de I'ADN provenant d'Escherichia Coli 
ou de cellules humaines 

L'ADN humain peut contaminer tes echantillons k analyses. La technique d'amplification d6crite dans 
< Texemple 2 est appliqu6e & des echantillons d'ADN total en presence du couple d'amorce n° 1 . 

Les produits d'amplifications sont analyses par 61ectrophor6se en gel d'agarose et coloration au bromure 
d'6thidium. La figure 2 montre les resultats, tes diff6rentes voies correspondant aux echantillons suivants ; 

1- Mycobacterium tuberculosis 

2- ADN humain 

10 3- Mycobacterium tuberculosis + ADN humain 

4- ADN d' Escherichia coli 

5- tampon TE 

Exemple 4 : utilisation des amorces sur des ADN d'6chantillons biologiques 

15 

1 0 ni des echantillons amplifies provenant d'expectoration de malades de la tuberculose sont d6pos6s sur 
un gel d'agarose £ 2 % dans un tampon TAE (0.04M Trls-acdtate, 0.001 M EDTA) et 1 jig/ml EtBr. 

^amplification est r6alis6e par la technique de polymerase chain reaction (P.C.R.) selon Saiki et al 
(Science, 1988, 239, 487-491) en utilisant 12.5 pmoles des oligonucleotides (couple d'amorces n° 1) et I'ADN 
20 d'echantillons biologiques avec 2 U de Taq polymerase dans un tampon 50mM KC1 , 10mM Tris-HC1 pH8.3 ( 
2.4mM MgC1 2 , 300 \iM de d6soxyribonucl6otides et 100 \ig(m\ de gelatine. Le volume final de la reaction est 
de 100 til. Les paramdtres des etapes de P.C.R. ont 6t6 choisis de la facon suivante : 1 mn a 94°C, 1 mn & 
50°C, 1 mn & 72°C ceci pendant 40 cycles. 

La figure 3 montre les r6sultats de I'analyse sur gel d'agarose apr6s P.C.R. de ces echantillons. Les voies 
25 1 £ 11 correspondent d des echantillons biologiques provenant de 11 personnes differentes. Ces resultats 
etaient v6rifi6s par lecture directe au microscope et confirmaientles resultats obtenus par amplification: echan- 
tillons biologiques n6gatife en lecture directe : lignes 1-3-4-5-6-9-10 ; 
echantillons biologiques positifs en lecture directe : lignes 2-7-8-11 ; 
les bandes amplifies sont visualises sous UV. 

30 

Exemple 5 : analyse sur gel d'agarose d'ADN M. tuberculosis amplifi6 avec differents couples 
d'oligonucieotides. 

10 mI des echantillons amplifies sont d6pos6s sur un gel d* agarose & 2 %. ^amplification est r6alis6e selon 
35 la technique d6j6 d6crite en utilisant plusieurs couples d'amorces d6crits dans I'exemple 1 . La figure 4 montre 
ces resultats : 

ligne 1 : couple d'amorce n° 8 

ligne 2 : couple d'amorce n° 7 

ligne 3 : couple d'amorce n° 6 
40 ligne 4 : couple d'amorce n° 5 

ligne 5 : couple d'amorce n° 4 

ligne 6 : couple d'amorce n° 2 

ligne 7 : couple d'amorce n° 1 

ligne 8 : contrite n6gatif 
45 M = marqueur 

Les bandes amplifi6es sont visualis6es sous UV. 

Ces resultats confirment que les fragments amplifies sont d'une longueur correspondant & la longueur th6o- 
rique, calcuiee d partir de la distance entre chaque amorce. II est surprenant que malgr6 ('utilisation de certains 
couples d'amorces conduisant £ ('amplification de fragments tr6s longs, aucune interruption de la polym£risa- 
so tion resultant d'une structure secondaire de la sequence n'est observ6e. 

Les resultats etaient verifies par hybridation avec le plasmide pMT01 (CNCM I-900 d6pos6 le 25/8/89) qui 
contient les bases 1 £ 1152 de la sequence illustr6e dans la figure 6. 



55 



Exemple 6 : construction du plasmide pMT02 

Le plasmide pMT02 a 6t6 constmit par clonage dans le vecteur pUC18 d'un fragment de 900 paires de 
bases Hind Ill/Bam HI issus de la sequence IS 6110 (fragment qui correspond aux bases 309 a 1219 de la 
sequence illustr6e dans la figure 6 ). 
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Le plasmide pMT02 peut servir de sonde lors de la verification des sequences amplifi6es. La sp6cificit6 
de pMT02 a ete d6termin6e par Southern blot apr6s digestion complete de differents ADN mycobact6riens par 
Bam HI. 

Les r6sultats sont indiqu6s dans la figure 5. 

Les differentes voies de la figure 5 ont les significations suivantes : 



1- M. tuberculosis ) 

2- M. bovis-BCG ) complexe 

3- M. bovis ) tuberculosis 

4- M. microti ) 

5- M . paratuberculos is ) 

6- M. intracellularae ) complexe 

7- H> scrofulaceuro ) avium 

8- M. avium ) 



Revendications 

1. Fragment d'acide nucieique derive du g6nome de Mycobacterium tuberculosis caracterise en ce qu'il 
comporte une des sequences I, II, III et IV, definie de la fagon suivante : 

I : une sequence choisie panni I'une des sequences A £ H : 

A : 5' - CCCGCGGCAAAGCCCGCAGGACCACGATCG - 3' 

B ; 5' - CGACCCGCCAGCCCAGGATCCTGCGAGCGT - 3' 

C : 5' - GGCGGGTCCAGATGGCTTGCTCGATCGCGT - 3' 

D : 5' - GTTGGCGGGTCCAGATGGCTTGCTCGATCG - 3' 

E : 5' - TCAAAGGGTTTGACAAATTAATGATTGGTC - 3' 

F : 5' - TCGTGTACAAAATGTGGACAAGTA - 3' 

G : 5' - TCGACGGACGTCGTGACCAGAAGTC - 3' 

H : 5' - GTCGACACGCCTTCTGC/<CGGGAAGTCCTT - 3' 
II : une sequence comportant au moins 10 bases consecutives de I'une des sequences A e H et ayant 
une longueur totale d'environ 20 d 40 bases ; 

III : une sequence ayant une longueur de 20 & 40 bases qui hybride avec la sequence I ou avec la 
sequence If, et qui presents de preference au moins 80 % d'homologie avec celles-ci ; 

IV : une sequence compl6mentaire & i'une des sequences I, II ou III. 

2. Couple de fragments d'acide nucieique derives du genome de Mycobacterium tuberculosis et aptes & jouer 
le rfile d'amorces nucieiques dans ('amplification de I'ADN provenant dudit Mycobacterium dans un echan- 
tillon biologique, caracterise en ce qu'il est constitu6 de deux sequences seiectionnees parmi les sequen- 
ces I & IV selon la revendication 1. 

3. Couple de fragments selon la revendication 2 caracterise en ce qu'au moins un des membres du couple 
est constitue par une sequence appartenant au groupe I. 

4. Couple de fragments selon la revendication 2 ou 3, caracterise en ce qu'il est constitue d'une part de I'une 
des sequences A ou G, et, d'autre part, de I'une des sequences B, C, D, E, F ou encore de la sequence 
H et la sequence compiementaire & la sequence G. 

5. Couple de fragments selon la revendication 4 caracterise en ce qu'il est constitue d'une part de la 
sequence A et d'autre part, de I'une des sequences B, C, D. 

6. Methode de detection de la presence de Mycobacterium tuberculosis dans un echantillon biologique, 
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caract6ris£e par les Stapes suivantes : 

i) mise en contact de l'6chantillon biologique avec une couple de fragments d'acide nuc!6ique, dits 
amorces, selon I'une quelconque des revendications 1 d 5 f I'ADN contenu dans l'6chantillon ayant 6t6, 
le cas 6ch6ant, prSalablement rendu accessible h I'hybridation et dans des conditions permettant une 
hybridation des amorces & PADN de Mycobacterium tuberculosis ; 

ii) amplification de I'ADN de Mycobacterium tuberculosis ; 

iii) mise en 6vidence de I'amplification de fragments d'ADN correspondant au fragment encadr6 par les 
amorces, par example par 6lectrophor6se sur gel ; 

iv) v6rification 6ventuelie de la s6quence du fragment amp'ffid, par exemple par hybridation de sonde 
sp6cifique f par s6quen$age ou par analyse de site de restriction. 

7. M6thode de d6tection selon la revendication 6 caract§ris6e en ce que les conditions appliquSes lors de 
('amplification de I'ADN sont les suivantes : 



ler cycle 


s i) 


environ 


94*C 


5 minutes 


) 


1 X 




ii) 


« 


60 # C 


1 minute 


) 




cycles 


: i) 


ti 


94*C 


15 secondes 


) 


20 a 


suivants 


ii) 


ii 


60*C 


1 minute 


) 


40 X 


dernier 


: i) 


n 


94*C 


15 secondes 


) 


1 X 


cycle 


ii) 


n 


60*C 


5 minutes 


) 





8. Sonde nuc!6ique apte d d6tecter par hybridation la pr6sence d'ADN sp6cifique du Mycobacterium tuber- 
culosis dans un Schantillon biologique et, en particulier, de v6rifier les produits d'amplification resultant 
du proc$d6 de d6tection selon Tune quelconque des revendications 6 ou 7, caract6ris6e en ce qu'elle 
comporte une sequence ayant une longueur d'au moins 20 bases capable de s'hybrider avec une partie 
de la sequence IS 61 10 se situant entre les deux amorces nuc!6iques. 

9. Sonde nucl6tque selon la revendication 8 caract6ris6e en ce qu'elle comporte au moins 20 bases cons6- 
cutifs de Tune des sequences J, K, L ou M suivantes : 

J : 5' - CTGATCCGGCCACAGCCCGTCCCGCCGATC - 3' 
K : 5' - AGGCGTCGGTGACAAAGGCCACGTAGGCGA - 3' 
L : 5' - CGAGGACCATGGAGGTGGCCATCGTGGAAG - 3' 
M : 5' - TGCCCTCATTGGCAACGTTTGCGCCCTGCC - 3' 

10. Sonde nuc!6ique selon la revendication 8 caract6ris6e en ce qu'elle est constitute du plasmide pMT02, 
contenant les bases 309 S 1219 de la s6quence IS 6110. 

11. Kit ou n6cessaire pour la d6tection de la prdsence de Mycobacterium tuberculosis dans un Schantillon 
biologique, caract6ris6 en ce qu'il comporte les 6l6ments suivants : 

- un couple de fragments d'acide nuci6ique selon I'une quelconque des revendications 14 5; 

- les r6actifs n6cessaires pour effectuer une amplification d'ADN ; 

- 6ventuellement un composant permettant de verifier la s6quence du fragment amplify, plus particu- 
Iterement une sonde nucteique selon I'une quelconque des revendications 8 d 10. 

12. Sequence d'acide nuci6ique, sp6cifique du Mycobacterium tuberculosis ayant la sequence : 
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10 20 30 40 50 60 

GTCGACACGC CTTCTGCACG GGAAGTCCTT CTGCGGCCAT CGTTGCTATG GCCGCTTACT 
70 80 90 100 110 120 

GCCTTCTAGT CCGTGCGGCT CTCGCAACAG CTCACGGGAC CTTTTTGAGG ATCGCCACTT 
130 140 150 160 170 180 

CAGGTCTTCA ACTCGCGGAT GCCCTCATTG GCAACGTTTG CGCCCTGCCT TGGGGCGGCC 
190 200 210 220 230 240 

GGCAGCCACC AAGTCGAGCA CTTTGCGGCG GAACTACTCG GGGTAACACT TCGGCACGGA 
250 260 270 280 290 300 

CACGGCTCGT TCGACGGACG TCGTGACCAG AAGTCGAGCA AACCGACTCC ACTCTAGCTA 
310 320 330 340 350 360 

GTGATACAAG CTTTTTTGTA GCCGCGCGAT GAACCGCCCC GGCATGTCCG GAGACTCCAG 
370 380 390 400 410 420 

TTCTTGGAAA GGATGGGGTC ATGTCAGGTG GTTCATCGAG GAGGTACCCG CCGGAGCTGC 
430 440 450 460 470 480 

GTGAGCGGGC GGTGCGGATG GTCGCAGAGA TCCGCGGTCA GCACGATTCG GAGTGGGCAG 
490 500 510 520 530 540 

CGATCAGTGA GGTCGCCCGT CTACTTGGTG TTGGCTGCGC GGAGACGGTG CGTAAGTGGG 
550 560 570 580 590 600 

TGCGCCAGGC GCAGGTCGAT GCCGGCGCAC GGCCCGGGAC CACGACCGAA GAATCCGCTG 
610 620 630 640 650 660 

AGCTGAAGCG CTTAGCGGCG GGACAACGCC GAATTGCGAA GGGCGAACGC GATTTTAAAG 
670 680 690 700 710 720 

ACCGCGTCGG CTTTCTTCGC GGCCGAGCTC GACCGGCCAG CACGCTAATT AACGGTTCAT 
730 740 750 760 770 780 

CGCCGATCAT CAGGGCCACC GCGAGGGCCC CGATGGTTTG CGGTGGGGTG TCGAGTCGAT 
790 800 810 820 830 840 

CTGCACACAG CTGACCGAGC TGGGTGTGCC GATCGCCCCA TCGACCTACT ACGACCACAT 
850 860 870 880 890 900 

CAACCGGGAG CCCAGCCGCC GCGAGCTGCG CGATGGCGAA CTCAAGGAGC ACATCAGCCG 



U_> 
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9io 920 930 940 950 960 

CGTCCACGCC GCCAACTACG GTGTTTACGG TGCCCGCAAA GTGTGGCTAA CCCTGAACCG 
970 980 990 1000 1010 1020 

TGAGGGCATC GAGGTGGCCA GATGCACCGT CGAACGGCTG ATGACCAAAC TCGGCCTGTC 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

CGGGACCACC CGCGGCAAAG CCCGCAGGAC CACGATCGCT GATCCGGCCA CAGCCCGTCC 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

CGCCGATCTC GTCCAGCGCC GCTTCGGACC ACCAGCACCT AACCGGCTGT GGGTAGCAGA 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

CCTCACCTAT GTGTCGACCT GGGCAGGGTT CGCCTACGTG GCCTTTGTCA CCGACGCCTA 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

CGCTCGCAGG ATCCTGGGCT GGCGGGTCGC TTCCACGATG GCCACCTCCA TGGTCCTCGA 
1270 1280 1290 1300 1310 1320 

CGCGATCGAG CAAGCCATCT GGACCCGCCA ACAAGAAGGC GTACTCGACC TGAAAGACGT 
1330 1340 1350 1360 1370 1380 

TATCCACCAT ACGGATAGGG GATCTCAGTA CACATCGATC CGGTTCAGCG AGCGGCTCGC 
1390 1400 1410 1420 1430 1440 

CGAGGCAGGC ATCCAACCGT CGGTCGGAGC GGTCGGAAGC TCCTATGACA ATGCACTAGC 
1450 1460 1470 1480 1490 1500 

CGAGACGATC AACGGCCTAT ACAAGACCGA GCTGATCAAA CCCGGCAAGC CCTGGCGGTC 
1510 1520 1530 1540 1550 1560 

CATCGAGGAT GTCGAGTTGG CCACCGCGCG CTGGGTCGAC TGGTTCAACC ATCGCCGCCT 
1570 1580 1590 1600 1610 1620 

CTACCAGTAC TGCGGCGACG TCCCGCCGGT CGAACTCGAG GCTGCCTACT ACGCTCAACG 
1630 1640 1650 1660 1670 1680 

CCAGAGACCA GCCGCCGGCT GAGGTCTCAG ATCAGAGAGT CTCCGGACTC ACCGGGGCGG 
1690 1700 1710 1720 1730 1740 

TTCACGATTG GGCCGCCGTA AGGAATGCGT CATGAGCGAC TTCGCATCAC GGGCGACCAA 
1750 1760 1770 ' 1780 1790 1800 

TCATTAATTT GTCAAACCCT TTGAGATGCA CTACTTGTCC ACATTTTGTA CACGAAATAC 
1810 1820 1830 1840 1850 I860 

CTAACACACT ATGGTGCACA TCACGCACTT CCACGTTCCG TATTCGGTGT ACGATTTGTC 

1870 1880 
ACGCAACTAA GCGTTCAAGA GGGAGT 
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FIGURES 1 BT 2 




Figure 1 
1 2 3 4 5 




Figure 2 
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FIGURES 3 ET 4 



FIGURE 3 
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FIGURE 5 
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